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(g) Mehrkomponentensystem zur enzymkatalysierten Oxidation von Substraien sowie Verfahren zur 
enzymkatalysierten Oxidation 

(§) Mehrkomponentensystem zur mediatorabhangigen 
enzymatischcn Oxidation, umfassend einen Oxidations- 
katalysator, ein Oxidationsmittel und einen Mediator, da- 
durch gekennzeichnet, daS 

a) der Oxidationskatalysator ausgewahlt ist aus der Grup- 
pe der Manganoxidasen, 

b) das Oxidationsmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe 
Sauerstoff und sauerstoffhaltige Verbindungen, 

c) der Mediator ausgewahlt ist aus der Gruppe der Verbin- 
dungen, die Mn-lonen enthalten. 
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Beschreibung 

Die vorUegendc Erfindung betrifft ein Mehrkomponentensystem Eur mediatorabhangigen enzyrakatalvsierten Oxida- 
tion von Substraten sowie Verfahren zur enzymkatalysierten Oxidation. 

Mehrkomponentensysteme zur mediatorabhangigen enzymkatalysierten Oxidation von Subslraten sowie entspie- 
chende Verfahren sind pnnzipieU bekannL Mediatoren sind in diesem Zusammenhang genereU seiche Vferbindungen die 
von Oxidoreduktasen oxidiert werden konnen, also zunachst ebcnfalls Substrate von enzymalischen Oxidaiionskatalysa- 
toren. Besonders ausgezeichnet sind Mediatoren nun dadurch. dafi die oxidierte Form des Mediators (der aktivierte Me- 
diator, ziini Beispiel ein Mediatorradikal oder ein Mediatorication) eine ausreichend lange Lebensdauer hat, um von der 
Oxidoieduktase zum eigentlichen Subsu^t des Oxidaiionssystems zu difFundieren und mit diesem zu interagieren Bei 
der Intcrakuon zwischen aklivieitem Mediator und Substrat wird das Substrat vom Mediator oxidiert Durch die Oxida- 
tion des Substrates kann der Mediator entweder regeneriert (katalytisches Oxidationssyslem) oder inaktiviert (stochio- 
metnsches Oxidationssyslem) werden. Wird der Mediator regeneriert, sieht er fiir einen neuen Katalvsezyklus zur Vfer- 
fugung. Die voin Substrat duich den Mediator auf die Oxidoieduktase ubertragenen Hektronen werden wie bei direkten 
enzymauschen Oxidauonsverfahren auf terrainale Elektronenakzepioren wie Sauerstoff oder Peroxid ubertragen 

Bei Verfahren bei denen Peroxid (direkt oder aus \forstufen fteigesetzt) als temiinalerElektionenakzeptor dient, kon- 
nen nur Peioxidasen als Oxidoreduktasen vcrwendet werden. Eine Reihe solcher Wahren sind zwar bekannt. sie sind 
jedoch init zahlreichen Nachteilen behaftet: 

Pfeioxidasen sind in der Herstellung zu teuer um eine ^%rv»endung in technischen Prozessen wie der Papietbleiche 
Oder in Waschmitteln zu linden. Femer isi die Zudosierung von Peroxidasen problematisch, denn in den fur die Wirksain- 
keit des >ferfahrens notwendigen Konzentrationen wirkt Peroxid inaktivierend auf die Peroxidase. Viele der als Media- 
toren fur Peroxidasen beschriebene Verbindungen sind technisch nicht einsetzbar, well sie stark gefarbt sind toxikolo- 
gisch Oder okotoxikologisch bedenklich sind, nichi oder nur schlechl bioabbaubar sind und nicht in ausreichenden Men- 
gen Oder biUig genug verfugbar sind. Verfahren bei denen Peroxid als terminalerElektionenakzeptor dient, sinddahn fiir 
einen wirtschaftlich sinnvollen technischen Einsatz bisher nicht geeignet. 

Bei Verfahren bei denen Sauerstoff als leniiinaler Eleklronenakzepior fiir die aus dein zu oxidieienden Substrat slaiii- 
mcndcn Elcktroncn dient, werden Oxidascn aU Oxidoreduktasen vcrwendet. Es sind zwci Gruppcn von Oxidascn bc- 
schneben die in mediatorabhangigen enzymatischen Oxidationsverfahren eingesetzt werden konnen: Laccasen (Bou- 
bonnas & Paice (1990) FEBS LETTERS Vol 267 (1). p. 99-102, WO 94/29510) und Tyrosinasen (WO 94/29510) An- 
da^ als bei Peroxidasen, bei denen eine prostheiische Hamgruppe als redoxaktives Zentrum wirkt, wird der Elektionen- 
tiBnsfer bei Laccasen und Tyrosinasen durch vier in vier entsprechenden Kupferbindedomanen dieser Oxidasen koordi- 
nierte Kupfenonen (tlue copper'-Oxidasen) kaialysiert. Dabei werden nacheinander insgesamt vier Elektionen von Me- 
diatoren aufgenommen, die dann in einem Viereleku-onentransfer auf molekularen Sauerstoff Ubertragen werden Der 
Sauerstoff wird dabei zu Wasser reduziert, die Oxidase wird fur einen neuen Reaktionszyklus regeneriert. Eine Reihe von 
Mediatoren, die den Elektronenu-ansfer vom zu oxidierenden Substrat auf die Oxidasen katalysieren sind beisoielsweise 
m WO 94/29510, WO 97/06244, WO 96/10079 oder WO 95/01426 beschrieben. beispielsweise 
Es ist bekannt^ diese m^ediaiorabhangigen enzymatischen Oxidationsverfahren mit Oxidasen und Sauerstoff zur Koh- 
teverflussigung (WO 94/29510), zur ZeUstoffbleiche (WO 94/29510), zur oiganischen Synthese (Potthast et al. (1995) J 
Uig. t-hem.. 60. P- ^ Bleichsystem in Waschmitteln und Geschirrspiilmitteln (WO 97/06244), zur 
Jeansbleiche (WO 96/1 2846), zur Verhinderung eines Farbu^nsfers bei der Wasche (WO 98/237 1 6) oder zum Abbau po- 

lyzyklischeraromatischerKohlenwasserstoffe (Johannes etal.d 996) Appl. Microbiol. Biotechnol Vol 46 d 313-3171 
zu verwenden: , . . . , 

Da jedocb die Mediatoren Eigenschafien aufweisen, die einem technischen Einsatz entgegenstehen, haben auch die 
enzymauschen Oxidauonsverfahren. die Oxidasen verwenden, gravierende Nachteile: 

7a besonders wirksamer Mediator beschriebene HBT ist nicht biologisch abbaubar 
(Amann(1997)9*InLSymp.onWoodandPulp.Chem.,F4-l-F4-5). 

7*^*'" .^^^*^'«Sf? ""'^ Violuisaure inaktivieren in ihrer akUven Form die verwendeten Oxidasen 

(Amann (1997) 9 Int Symp. on Wood and Pulp. Chem.. F4-1-F4-5) und benotigen daher einen hohen Enzymein- 
50 satzimjeweiligen Verfahren. 

- Ene Gruppe sehr aktiver Mediatoren ist gekennzeichnet durch eine N-O-Gruppierung und enthalt damit mind 
em N-Aiom pro Mediatormolekule (WO 94/295 1 0). Daraus eigeben sich die beim Einsatz N-O-haltiger Vferbindun- 
gen beL^niiten Probleme bezuglich Toxizitat und Bioabbaubarkeit. Biologische Abwasserrcinigungssysteme in der 
Zellstoffindustne konnen zudem haufig keine zusatzlichen N-Frachten verarbeiten. 

55 - Enige der Mediatoren wie z. B. ABTS bildcn stark geParbte Radikale und fuhren daher zu einer ungewoUten Vfer- 
tarbung des zu oxidierenden Substrates. 

- Die meisten der Mediatoren enthalten N- oder S-Atome und sind daher in der HersteUung relativ teuet 

fiO ten^**^ Nachteile Umitieren bisher auch einen breiten technischen Einsatz solcher Systeme zur Oxidation von Substra- 

Vfon Archibald & Roy (Archibald & Roy ( 1 992) Appl. Environ. Microbiol. \fol. 58, p. 1496-1499) wurde ein \ferfah- 
ren beschneben, bei dem eine Redoxkaskade bestehend aus Phenolen und Mn^^/Mn^ als Mediator zwischen Oxidase 
und dem zu oxidierenden Substrat wirkt. Als terminalen Hektronenakzeptor vcrwendet das System Sauerstoff Als Oxi- 
dase wird eine Laccase verwendet. Als primarcs Substrat werden von der Laccase zunachst Phenole wie m-Hydioxyben- 
65 Kwsaure oder m-Cresol oxidiert. In Gegenwart von KomplexbiWnem wie Pyrophosphat-Ionen kann dann sekundar unier 
Beteihgung ^r oxidierten Phenole Mn^* zu Mn^* oxidiert werden. Fur dies System konnte nicht gezeigt werden daB 
auch nicht-phenolische SubsU:ate oxidiert werden konnen. Auch konnte mit einem Svstem, bei dem nur Laccase Mn^* 
und em KomplexbUdner zur Ligninoxidaiion eingesetzt wurde, eine Delignifizierung nicht nachgewiesen werden Dies 
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• u /ws^o.;on««v«temsteUttechnischkeinewesentliche'SferbesserunggcgenUberdenan- 
mediatorabhangige enzymausche ^^^^^SSawren nun eine Kombination aus Phenolen. Komplexbildnem 
deren genannlen Sysiemen <^'^^^}^^Z^^^£^^^ aus toxikologischen Grunden den. 

miitel, und einen Mediator, dadurch gekennzelchnei. daB 

a) der Oxidationskatalysator ausgewahlt ist aus der ^^Pf^^'^J^^^^^^^S^^^ Verbinduhgen, 

Vorzugswei.ur„fa6tdaserfindungsgemSBeMehrkon.ponen.nsystemeinenK^^^^^^^ 
der GruRje der Komplexbildner, die Mn-Ionen komplex.eren kon"en^ verstehen, die Mn oder Mn-Io- 

sami^nsetzung konnen als Manganoxidasen im ^'"^ ^^^^^ eingesetzt werden. Es ist jedoch 25 

sene ZeUpraparationen der komplelten "^^"8^"°^^'^^,!'^^^^^^^ 

Manganoxidascn wcrdcn zum Bc.spicl gcbildcl von l^P.^*nx d.sco^^^^ ^^^^^ 
alson ef al. (1989) Beveridge & Doyle (eds.) Metal tons b-Un^; lS-lS"nden Gene ;ind kloniert und sequen- 
ce fur die Manganoxidasen aus l^Plojl"^'' *^°P''5^ T/p 9"- W8 und von Waasbergen el al. (1996) Journal of Bac- 30 
ziert (Corstjens et al. (1 997) Geomicrobiol. Journal, ^1 _14, p. 91 lUB^na v s _ ^^^^^^ ^^^^^ 

teriology. Vol. 178 (12). p. 3517-3530). Be.de Oene '^"^"j^J^^fj^^ Kupferzugabe erhoht wird. 

ien, kupfer-bindenden Sequenzmouve enthalien und ^^"8^°^^^^^ ^^ch andeJe Mikrooiganismen als 

Neben den genannlen Manganox.dase - produzierenden M'^^'?^"^^™™ ^ei denen die Manganoxidase in 

"SSntSrM^ranoxid^^^^ 

ssr^rei-rss^^^ 

tionsstufe in den ProzeB eingesetzt werden. . . ^„ . 1 eineesetzl 

VorzugsM^eise ^rden Manganionen der Ox.dat.onsstufe +2 "^3 « Manganchlorid eingesetzt. 

Mangfn der Oxidadonsstufe +2 wird bevorzug Un ^^.^.^^^^^^^^^^ Brispiele fOr solche 

Mangan der Oxidationsstufe +3 wurd ^^J^^'Sl'" 

Mangankomplex- sind Mangan^ormtat, M^ng^-^t^Mang^O^^^^^ ^.^ ^^^^^^ ^.^^ ^^ 

Der Mediator, (z. B. das Mn^ Ion) n.rtimt ^^^IdclrOT von de™ transportiett das Mn-Ion das aufge- 
durch oxidiert. und das Mn Ion selbst reduz.er B _zu ^n J^^^^ JS^r z^^fangUchen Oxidationsstufe (z. B. zu,n 

SrS^S^nganSS^^^^^^ 

gasformig oder flussig eingesetzt werden. . flussigem Sauerstoff oder als sauersloffhaUi- 

ntmkztoa vortconiml trill bel dtr »rlinaungsg=mi««o Zimmminaomg i.ici> 
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- Manganoxidasen benotigen fiir ihre Aktivitat im Gegensatz zu Peroxidasen und auch Mangan-Peroxidasen be- 
kanntermaBen keine prosiheiischen Gruppen wie z. B. Hani-Gruppen. Damit sind Manganoxidasen in Qblichen Pro- 
dukdonssystemen in technischem MaBslab problemlos herzustellen. 

- Das erfindungsgemaBe System benotigl keine N- oder ShalUgen oder faibige oder schlecht bioabbaubare oder lo- 
5 xisch bedenkliche Mediatoren. Als redoxaktiver Mediator dienen nur Mangan lonen, die zwischen zwei Oxidati- 

onsstufen, vorzugsweise den Oxidationssiufen ~* und wechseln. Eine Inaktivierung dieses Mangan-Medialors 
kann im Gegensatz zur Inaktivierung von bekannten Mediatoren z. B. durch eine chemische Veranderung nicht 
stattfinden. 

10 Die erfindungsgemaBe Zusammenselzung laBl sich zur Oxidation unierschiedlichsier Substrate einsetzen. Bevorzugt 
lassen sie sich zur Oxidation solcher Substrate einsetzen, die niittels Mn lonen oxidiert werden konnen. Besonders be- 
vorzugt lassen sie sicb zur Oxidation solcher Substrate einsetzen, die mittels Mn^* lonen oxidiert werden konnen. 

Das erfindungsgemaBe Mehrkomponentensystem eignet sich beispielsweise als Bleichsystem in Waschmitteln und 
Geschinspiilmilteln, zur Zelisloffbleiche, zur Jeansbleiche, zur Behandlung von Abwasser, zur organischen Synthese, 
15 zur Vcrhinderung cines Farbtransfers bei der Wasche oder zum Abbau polyzyklischer aroniatischer Kohlenwasserstoffe. 
Eine weitete Einsatzmoglichkeit ist beispielsweise die Kohleverflussigung, 

Enlsprechende Verfahren sind im Stand der Tecfanik tlir mediatorabhangige enzymatische Oxidations verfahren mit 
Oxidasen und Sauerstoff beschrieben. 

Es ist dem Fachmann ein ieichtes, die jeweils bekannten Verfahren unter Nutzung der in der vorliegenden Anmeldung 
20 genannten Komponenten und Verfahresbedingungen zu modifizieren urn die erfindungsgemaBe Zusammenselzung fiir 
die genannten Zwecke zu verwenden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Oxidation eines Subslrais dadurch gekennzeicheni, daB 
eine Manganoxidase in Anwesenheii von Sauersloff und ggf. eines Komplexbildncrs fiir Mn-Ionen durch direkte Mn^"*" 
Oxidation Mn^"^ bildel, das Mn^* Ion das Substrat oxidiert, dabei selbst zu Mn'" rcduziert wird und wiedcrum zur direk- 
2S ten Oxidation durch die Manganoxidase zur Verfiigung steht. 

IiH erfindungsgeinaBen Verfahren wird das SubsUat vorzugsweise in Form cincr wassrigen Losung, Mischung oder 
Suspension cingesctzt. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden vorzugsweise zwischen 0,001 und 50 Milligramm aktive Manganoxidase 
pro Liter Reakdonsvolumen eingesetzt. 
30 Die Manganoxidase wird vorzugsweise in granularer Form, als Losung, als Suspension oder mil einem Tragermaterial 
in den Reaktionsansatz eingebracht. 

Besonders bevOTzugl wird die Manganoxidase in Form einer Suspension, die /wischcn 0,5 und 50 Gewichtsprozent 
Enzy m in einem nichlionischen Detergenz enthall, in den Reaktionsansatz cingcbrachi . 

Im erfindungsgemaBen Verfahren wird vorzugsweise Mangan der Oxidat'KJUNMul'cn Mn^* ixicr Mn'* als Redoxiiiedia- 
35 tor verwendet. Manganionen der Oxidationsstufe 2+ oder 3+ konnen dircki in dic>cr Oxidittionsstufe eingesetzt werden 
oder aus Manganionen anderer Oxidationssiufen wie Mn4+ oder Mn7+ ini PrivoB cr/cuLii werden. 

Mangan der Oxidationsstufe +3 wird bevorzugt in Form loslicher Man<!ankvMnplc\c wic Mangan/Formiat, Mangan/ 
Laktat, Mangan/Oxalat oder Mangan/Mannolat dem Reaktionsansatz zugcsei/.i. 

Bevorzugt wird im erfindungsgemaBen Verfahren Mangan der OxidaiionsNiulc +2 eingesetzt. Besonders bevorzugt 
40 wird Mangansulfat oder Manganchlorid verwendet. 

Im erfindungsgemaBen Verf^ren werden Manganionen in Konzeniraiioncn /nmscIko (),U)5 mM bis 50 mM vcrwen- 
deL Bevorzugt werden Manganionen in Konzentrationen zwischen 0,05 luM uiul 5 luM und besonders bevorzugt in 
KonzenUxidonen zwischen 0,1 mM und 1 mM verwendet. 

Je nach konkreter Anwendung kann das benoiigte Mangan bereils ini /u oxiilii-n-nJrn Siihsirai enthalten sein. Ein Bei- 
45 spiel fur ein erfindungsgemaBes Verfahren, bei dem in der Regel keine cxicrncn M jnj: jnii »ncn zugesetzt werden miissen, 
ist die Zellstoffbleiche. Holz und der daraus gewonnene ZellstofF enthiih hiiulii; K-rciis njiiirhcherweise eine fiir das er- 
findungsgemaBe Oxidationsverfahren ausreichend hohe Menge an Man^ani.Micn 

Im erfindungsgemaBen Verfahren wird Sauerstoff vorzugsweise miteincm Pjnulilrjck von 0,05-5 bar eingesetzt. Be- 
sonders bevorzugt wird Sauersloff mit einem Panialdruck von 0,1 bis 2,5 bur cin jcsci/i. Insbcsondere bevorzugt wird 
50 Sauersloff mil einem Paitialdruck von 0,2 bis 1 bar eingesetzt. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren werden die genannten Komplexbildncr \»»r/u.:vucisc in KonzenUrationen zwischen 
1 mM bis 500 mM verwendet. Bevorzugt werden geeignete Kompiexbildni-r n K«»n/cntr:iiioncn zwischen 5 mM und 
100 mM und besonders bevorzugt in Konzenu-auonen zwischen lOniM uml 5n niM xcrwcmlci. 
Das erfindungsgemaBe Oxidationsverfahren kann zur Oxidation von alien Vcrhindunjjcn verwendet werden, die durch 
55 Mn^*-Ionen oxidierbar sind. ErfindungsgemaBe Verfahren konnen zum Bci.vpicI vcrwcndci werden zur Ligninoxidation 
bei der Papier und Zellsloftherstellung, als Oxidaiionssystem in Waschniincin urn! < icsciiirrspulmitteln, zur enzymati- 
schen Farbsioffbleiche, zur enzymatischen Textilbleiche, als System zur Vcrliimlcrun': tics l -arbu-ansfers bei der Wasche, 
zur spezifischen Oxidation organischer Selmolekiile in der organischen Symlicsc, /.ur oxidaiiven Abwasserbehandlung, 
zum Abbau chlorierter Kohlenwasserstoffe, zur Spaltung polyzyklischer aromuiischcr Kohlenwasserstoffe und zur Ver- 
60 fiiissigung von Kohle. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der Erfindung. 
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Beispiel 1 

Isolation von Manganoxidase - produzierenden Mikroorganismen 

1 .a. Isolierung Mangan oxidierender Mikroorganismen 5 

Mangan oxidierende Mikroorganismen, besonders Pilze und Bakterien, wurden auf Indikatorplatien nach Krumbein & 
Altmann (Krumbein & Altroann (1973) Helgolander wiss. Meeresunters.» Vol. 25, p. 347-356) isoliert. 

In Gegenwart von Mangan-lonen der Oxidationsstuten Mn3-»— Mn7+ bildet Berbelinblau bei pH 4-7 einen intensiv 
blau gef^bten Farbstoff, Bei einer erhohten Konzentration an Berbelinblau enisiehi in Anwesenheii geeigneier Mn-Io- lo 
ncn das blaue Oxidationsprodukt bis pIIlO. 

Fur das Plattenscreening wurden Nahmnedien mil farblosem Berbelinblau (NJ^-Dimethylamino-pp'-triphenylme- 
rhan-o"-su)fonsauiie) versefzt. Bei Kon7£ntrationen von 10^-10"^ g Berbelinblau pro 100 ml Nahrmedium fand noch 
keine Hemniung des bakteriellen Wachstums statt. 

Zur Isolation von heterotrophen manganoxidieienden Bakterien wurde folgendes Medium venvendet: is 

3,5 g/1 Difco-Bacto-Pepton 
0,8g/lMnSO4xH:>O 
100mg/lFeSO4x7H2O - 

15g/lDifco-Bacto-Agar 20 

750 ml Meerwasser 

245 ml destillienes Wasser 

10 ml Berbelinblau - Stammlosung (4 g/l) 

pH7,6 

25 

Auf solchen Indikaiorplallen wurden bakterienhallige Proben wie Meerwasserproben, SediinenLproben, Bodenpioben, 
Probcn aus Erzhaldcn usw. in gccignctcr Vcrdiinnung odcr Konzentration so aufgcbracht, da6 pro Indikatorplattc zwi- 
schen 100 und 300 Hnzelkolonien gewachsen sind. 

Bakterien, die nach 5 bis 10 Tagen Inkubadonszeit auf solchen Indikatorplatien blaue Kolonien (d. h. die manganoxi- 
dierende Aktivitat war zellassoziiert) bildeten oder um die Kolonien blaue Hofen aufwiesen (d. h. Mangan oxidierende 30 
Enzymewurden in den Kulturuberstand sekretieren), wurden weiter analysiert. 

l.b. Nachweis von Manganoxidasen in Berbelinblau-oxidierenden Mikroorganismen 

Mikroorganismen, die wie in la beschrieben isoliert wurden konnen Manganoxidasen produzieren, die Blaufarbung 35 
konnie aber auch durch Manganperoxidasen oder durch Oxidation von Fe-"^ hervoigerufen worden sein. Der spezifische 
Nachweis der Manganoxidase ~ Aktivitat wurde, wie von Boogerd & de Vrind (Boogerd & de Vrind (1987) J, BacterioL, 
Vol. 169 (2), p. 489-494) beschrieben, gefiihrt: 

Zunachst wurden die zu untersuchenden Mikroorganismen jeweils in 1 Ides zur Isolation verwendeten Mediums ohne 
Agar und Berbelinblau - Zusatz fur 10 Tage angezogen. AnschlieSend wurden die Zellen durch Zenuifugation (15 min. 40 
10000 X g, 4®C) entfemi. Bei Zellen, die auf den in Beispiel la beschriebenen Indikatorplatien blaue Kolonien bildeten, 
wurde das Zellpellet fur die im folgenden beschriebene Gelcleku^ophorese verwendet. Bei Zellen, die auf Indikatorplat- 
ien blaue Hofe bildeten, wurde der zellfreie Kulturuberstand durch Ultrafiltration an einer UF-Membran mit einem Re- 
ten tionsvermogen fiir Partikel > 10.000 D auf ein ftinfzigstel seines Ausgangsvolumens aufkonzentriert. Das Konzentrat 
Oder das Zellpellet wurde mit dem gleichen Volumen eines Puffers (0,125 M Tris/Cl pH 6,8, 20% Glyzerin, 2% SDS, 45 
10% 2-Mercaptoethanol, 0,01% Bromphenolblau) vermischt. Jeweils 50 pi einer solchen Mischung wurden auf einem 
10% Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel vier mal fiir 15 min mit 
deionisiertem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel fiir 2 h in 100 \xM MnCl? in 10 mM Hepes ph 7,5 inku- 
biert. In Proben, die Manganoxidasen enihielien, bildeten sich bei dieser Prozedur an der Stelle, an der nach der Eleko^o- 
phorese die Manganoxidase im Gel lokalisiert waren, ein brauner Niederschlag aus Manganoxid. Die so beobachtete SO 
Manganoxid-Bildung wurde jeweils von direkt Mn~'''-oxidierenden Manganoxidasen verursacht, weil kein Peroxid vor- 
handen war und keine anderen lonen als Mn^* im Ansatz vorlagen. 

Beispiel 2 

55 

Produktion und isolation von Manganoxidasen 

2. a. Manganoxidase - enthaltende Sporen aus Bacillus 

Nach der in Beispiel 1 beschriebenen Melhode konnren Bacillus-Isolate isoliert. werden, die in ihren Sporen Mangan- 60 
oxidase eingelagert haben. Fur technische Anwendungen wurden solche Manganoxidase enthaltenden Sporen direkt ein- 
gesetzt oder es wurden die manganoxidase-enthaltenden Sporenhiillen prapariert und verwendet. Solche Sporen oder 
Sporenhiillen wurden wie folgt gewonnen: 

Anzuchl 65 

Fiir die Gewinnung von manganoxidase-haltigen Sporen wurde ein geeigneier Bacillus Stamm aerob bei 25°C in fol- 
gendem Medium angezogen: 
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2 g/1 Pcpion (Difco), 04 g/1 Hefecxirakt (Difco), 10 pg/1 Eisen-EDTA, 100 pg/1 sterilfillriertes MnCU x 4H2O in 
50 mM Tris in 80% naturlichem Meerwasser, pH 7,0. 

Nach eincr Anzuchtszeit von 10 Tagcn waieD > 95% aller Zellen sponilicrt. 

5 Sporenpraparation 

Die Sporen wurden durch Zentrifugation (30 min 10000 x g,4°C) geemtet, mil deionisiertem Wasser gewaschen und 
in 10 mM Tris/Cl pH 7,0 suspendiert (0,1 g/ml). Fur eine Praparation der Sporcnhulle wurde dieses Material wie unten 
beschrieben weiterverarbeilet. Wuiden im ertindungsgemaBen Verfahren die Sporen direkt v^ivendet, wurden diese we 
10 folgt weiierbehandelt: 

Zur Suspension wurden 50 |Jg/ml Lysozym gegeben, der Ansatz wurde fur 30 min bei 37°C inkubiert, anschlicBcnd 
wurden die Sporen mil 1 M NaCl, 0,15 M NaCl, 0,1% SDS und fiinfmal mit deionisiertem Wasser gewaschen. So gerei- 
nigie Sporen wurden his zur Verwendung im erfindungsgemafien Verfahren in deionisiertem Wasser hei 4*C gelagerL 

IS Praparation der Sporenhiilien 

Die gesamte Prozedur wurde, wenn nichl anders angegeben, bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Mil Ausnahme der 
1% SDS-Ldsung und des zum Waschen verwendeien deionisierten Wassers enlhielien alle Ldsungen 10 mM EDTA, pH 
7,5 und PMSF (0,3 Gewichtsprozent). Die gereinigten Sporen wurden wie oben beschrieben in 10 mM Tris pH 7,0 sus- 

20 pendiert (0,1 g/ml) und mit einem gleichen Volumen Glasperlen (Durchmesser 10-50 fim) versetzt. AnschlieBend wurde 
die Suspension fur 15 min in 30 sec-Intervallen bei 0°C mit einem Ultraschall-Zelldisruptor (Firraa Sonifier) bei maxi- 
maler Amplitude aufgeschlossen. Nach der Behandlung wurde die Suspension fur 5 min auf Eis inkubiert; der Oberstand 
wurde anschlieBend von den sich dabei absetzenden Glasperlen abgenommen. Die Glasperlen wurden anschlieBend 
zweimal mil einem ihrem Volumen entsprechenden Volumen von 10 mM Tris pH 7,0 gewaschen. Der erste t)berstand 

25 und die Uberstande aus der Waschprozedur wurden vereinigt und fur 15 min bei 15.000 g zenUrifugiert. Der tjfberstand 
wurde anschlieBend abgenouiiiien, der Niederschlag wird in 10 luM Tris pH 7,5 suspendiert und fiir 30 min bei 37**C mil 
Lysozym (100 pg/ml) bchandclt. Der Ansatz wurde cmcut fiir 15 min bei 15.000 g zcntrifugicrt Der die Sporenhiilien 
enthaltende Niederschlag wurde gewaschen mit: 1 M NaQ, 0,14 M NaCl, 1% SDS und 5 mal rait deionisiertem Wasser. 

30 2.b. Manganoxidase aus Leptothrix discophora 

Nach der in Beispiel 1 beschriebenen Methode konnen scheidenbiidende Organismen wie Leptothrix discophora-Iso- 
late, die eine Manganoxidase produzieren, erhalten werden. Solche Isolate konnen auch aus kommerziellen Staimn- 
samiulungen erworben werden (Leptothrix discophora ATCC 51168, Leptothrix discophora ATCC 51169,). Besonders 

35 geeignet zur Produktion von Manganoxidasen sind Derivate von Leptothrix discophora, die die Fahigkeit zur Bildung 
von Scheiden verioren haben. Solche Derivate entstehen spontan, wenn scheidenbiidende Stamme kontinuierlich und fiir 
langere Zeit unter Laborbedingungen angezogen werden (Adams & Ghiorse (1986) Arch, Microbiol., Vbl. 145, p. 
126-135). Solche nicht mehr scheidenbiidende Deri vate sekretieren Manganoxidasen in das Kulturmedium. 
Das folgende Beispiel beschreibt die Produktion und Gewinnung von Manganoxidasen in den und aus dem Kultur- 

40 iiberstand von nichl mehr scheidenbildenden Derivaten von Leptothrix discophora, hinterlegt gemaB Budapester VerUrag 
bei der DSMZ Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuliuren GmbH, D-38124 Braunschweig unter der 
NummerDSMZ 12667: 

Anzucht 

45 

Leptothrix discophora wurde zur Gewinnung von Manganoxidase in einem Medium angezogen, das folgende Be- 
standteile enthielt: 

0,25 gA Difco-Pepton 
50 0,25 gA Difco-Hefeexu^kt 
0,25 gA Glukose 
0,6 gA MgS04 X 7H,0 
0,07 gACaCl9x2H9b 
0,015 gAMgS04xk20 

55 

pro Liter deionisiertem Wasser. 

Vor dem Autoklavieren des Mediums wurde der pH-Wert nut 1 M NaOH auf pH 7,6 eingestellt. 

Zur Gewinnung von Manganoxidase wurden 45 1 des beschriebenen Mediums mit zwei Litem einer Leptothrix disco- 
phora- Vorkultur im selben Medium beimpft. Die Anzucht erfolgte unter Begasung mit Luft (0,2 \blumen Luft pro Vo- 
60 lumen Medium und Minute) hei 26°C fiir 40 Stunden. 

Enzympraparation aus dem Kulturiiberstand 

Nach 40 Stunden wurde die Anzucht beendet Die Zellen von Leptothrix discophora wurden durch Zentrifugation vom 
65 KulturOberstand abgetrennt. Der zellfreie, Manganoxidase enthaltende Kulmriiberstand wurde mittels Ulu-afilu^tion an 
eincr UF-Mcmbran mil einem Retendonsvermogen fur Partikel > 10.000 D auf 0,5 1 aufkonzenuiert. Der aufkonzentrie- 
rete Kulturiiberstand wurde fur die unten geschilderten Beispiele als Manganoxidase-Quelle verwendet. 
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Beispiel 3 

Quantitative Bestimmung der Aktivitat von Manganoxidasen nutteLs N,NJ^',N'-Tctramelhyl-p-Phcnylendianiin (TMPD) 

Mn'*- lonen sind in der Lage, die farblose Verbindung TMPD zu oxidieren. Das Oxidationsprodukt Wuster Blau' 5 
weist cine intensive blaue Farbe auf, die Zunahme dieser Farbe kann photometrisch bei ciner Wsllenl^nge von 610 nm 
verfolgt werden. 

Durchfuhrung 

10 

Vor jeder Messung wurde eine TMPD- Stammlosung von 2,1 mM TMPD in destilUertem Wasser frisch zubercitet. Die 
zu bestimmende Enzympraparation wurde in 10 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure pH7,5) 
so verdunnt, daB bei der ira folgenden beschriehenen Aktivitatitmessung nach lOmin MeBdauer eine OD 610 zwischen 
0,5 und 1,5 gemessen wurde. 

AIs Manganqueile diente eine L5sung von 10 mM MnS04 in destilUertem Wasser. 15 
Zur Bestimmung der Manganoxidaseakti vital in Enzymproben wurden parallel jeweils 3 ml der Enzymverdiinnungen 
in HEPES (vgl. oben) mit 0,3 ml TMPD- StammJosung vermischt. Zu je einem der Paralielansaize wurden zum Zeit- 
punktO niin 10 pi der MnS04-Siammlosung gegeben. BeideProben wurden gemischt und fur 10 min bei 40°C inkubiert. 
Nach 10 min wurden die Proben kurz zentrifugiert (15 sec; 5000 rpm), anschlieUend wurde die OD610 in je 1 ml der 
MnS04- haltigen Uberslande bestimmt. AIs Referenz diente die Vergleichsprobe ohne MnS04. Eine Zunahme der Ab- 20 
sorption bei 610 nm um 1,0 entspricht der Bildung von 100 \xM 'Wuster Blau'. Eine Einheit (lU) Manganoxidase wurde 
definiert als die Enzymmenge, die in I min zur Bildung von 1 \M Muster Blau' aus TMPD fuhrt. 

Fiir die folgende Messung wurden jeweils konzentrierte, manganoxidase-enthaltenden Kulturiiberstande aus Beispiel 
2b und 50 pi der SporenhuUensuspension aus Beispiel 2a eingesetzt. Folgende Etgebnisse wurden erhalten: 



Enzym aus 


OD610 


Leptothrix 
discophora 
Bacillus 


1,03 
0,85 



Beispiel 4 35 

Oxidation des homogen verfugbaren Substrates Veratrylalkohol in Abhangigkeit von verschiedenen Mangan-Konzentra- 

tionen und Komplexbildnern 

Durchfuhrung 40 

Vom Substrat Veratrylalkohol (3,4-Dimethoxybenzylalkohol (Aldrich)) wurde eine Stammlosung mit 0,25 g/ml in Et- 
hanol hergestellt. 

Die Oxidationsreaktion wurde bei 45°C unter leichtem Riihren durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 22,23 ml einer Lo- 
sung mit Komplexbildncr (50 mM Fonniat, Laktal, Malat oder Oxalat; jeweils pH 7,5) mit MnSQ4 versetzt (0,00, 0,05, 45 
0,50 mM MnS04). I^ann wurden jeweils 0,268 ml der VeraUrylalkohol-Stammlosung zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 
10 min bei 45°C aquilibriert, dann wurde die Reaktion durch die Zugabe von 2,5 ml Enzymlosung (Manganoxidase aus 
Leptothrix discophora, 10 U/ml) gestartet. Nach 8 h wurde die Reaktion mittels HPLC- Analyse auf die Bildung von Ver- 
atrylaldehyd hin untersucht, Dazu wurden 0,8 ml Testansatz mit 0,4 ml einer H2S04-Losung (0,5 mol/1) versetzt. 20 pi 
dieser Probe wurden auf eine LiChospher 60 RP Select B-Trennsaule (Merck 50940) aufgetragen und mit einem 50 
H20/MeOH-Gemisch (65 : 35) eluiert. Die FluBrate belrug dabei I ml/min. Die Produkte im Eluat wurden mittels UV- 
Detektor bei 275 nm detektiert. 

Die folgende Tabelle zeigt in % die Menge an Veratrylalkohol, die unter den beschriebenen Bedingungen von dem er- 
findungsgemaBen Verfahren in 8 h zu Veratrylaldehyd oxidiert wurde: 



60 



65 
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Komplexbildner 


MnS04 [mM] 


Ohne Mn- 
Oxidase 


Mit Mn-Oxidase 
aus L. 

[% V.aldehydl 


50 mM Formiat 


0 


0, 00 


0,00 


50 mMForraiat 


0,05 


0,01 


7,24 


50 mM Formiat 


0,5 


0,00 


12,46 


50 mM Laktat 


0 


0, 00 


0,00 


50 mM Laktat 


0,05 


0, 00 


3,32 


50 mM Laktat 


0,5 


0,02 


2,79 


50 mM Malonat 


0 


0,00 


0,00 


50 mM Malonat 


0,05 


0, 03 


14,23 




U , b 


0 , 02 


22,96 


50 tnM Oxalat 


0 


0, 00 


0,00 


50 tiiM Oxalat 


0,05 


0,06 • 


17,30 


50 mM Oxalat 


0,5 


0, 07 


21,44 



Beispiel 5 

30 

Zellstoffbleiche 

Mit Sauerstoff deUgnifizierter Softwood-KraftzeUstoff mit einem Ligningehalt von Kappa 16,5 wurde gewaschen und 
mit 30 niM Na-Oxalatpuffer (pH 7,5) auf eine Stotfdichte von 5% gebracht. AnschUeBend wurde MgS04 (0,5 niM) zu- 

35 gegeben. Die Suspension wurde fur 60 sec mit einem geeigneten Ruhrer homogenisiert. AnschlieBend wurden in zwei 
Parallelansatzen jeweils 5 U Manganoxidase (Leptothrix, Bacillus) pro g Zellstoff zugegeben. Ein dritter Ansatz ohne 
Enzymzugabe diente als KontroUe. Die Ansatze wurden nochmals fur 60 sec homogenisiert und in einen temperierbaren, 
begasbaren Stahlautoklaven eingebracht. Der Autoklav wurde verschlossen, es wird eine Sauerstoflfdruck von 3 bar an- 
gelegi und der Autoklav wurde fur 4 h bei 45**C inkubiert. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz enUeert. Der ZeU- 

40 stoff wurde mit 10 Voiumen flieBendem 50^C wamien Wasser gewaschen, anschlieBend wurden aus dem Zellstoff mit ei- 
ner lO^C warmen waBrigen NaOH-Losung LigninbruchstUcke alkalisch exirahien. Zur Extraktion wurden pro kg Zell- 
stoff 20 g NaOH vcrwendel. Nach der Extraktion wurde der Zellstoff erneut mil 10 Voiumen flieBendem 50°C warmen 
Wasser gewaschen. AbschlieBend wurde der Ligningehalt der Zellstoffproben uber den sogenannlen Kappa-Wert gemiiB 
der standardisierten Testmethode SCAN-C 1 : 77 des "Scandinavian Pulp and Paper Board' besdmmt: 



Enzym 


Kappa-Wert 


Delignif izierung in % 


Kontrolle ohne Enzym 


15,2 


7,9 


Leptothrix discophora 


13,4 


18,8 


Bacillus Sporenhullen 


10,7 


35,1 



Im Vergleich zur Kontrollprobe konnte bei Verwendung erfindungsgemaBer Oxidationsverfahren eine zusatzliche De- 
55 lignifizierung zwischen 10,9 und 27,2% erreicht werden, 

Beispiel 6 

Unterdruckung von Farbtransfer 

60 

Die Versuche zum Nachweis der Unterdruckung von Farbtransfer durch erfindungsgemaBe Oxidalionssysteme wur- 
den m heizbaren Glasbechem (100 ml Voiumen) durchgefuhn. Als Konirolle wurde ein Ansatz verwendet, bei dem 
0,25 g eines kommerzieUen Waschmittels in 50 ml Wasser gelost wurden. Die Versuche mit Manganoxidase wurden in 
50 ml ernes 30 mM Na-Malonaipuffer (pH 7^) mit 0,5 mM MnS04 durchgefiihrt-Die 50 ml- Ansatze wurden zuerst auf 
65 45°C erhitzt, dann wurde den Pufferansatzen gegebenenfalls jeweils 0,5 U/ml Manganoxidase zugeseizL Die Textilmu- 
sier aus Baumwolle (jeweils 5 g) wurden den Ansatzen zugegeben, dann wurde zu jedem Ansatz 10ml einer auf 45°C 
vorgeheizten Losung von 15 pM Cibacron Marine C-B (Ciba) als Testfarbstoff zugegeben. Nach einer einstundigen In- 
kubation bei 45*'(: wurden die Texdhiiuster aus den Ansatzen entnommen und mil jeweils 1 1 flieBendem 5(fC warmen 
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Wasser gewaschen. 

Anschliefiend wurden die Textilmuster gewaschen und getrocknet. Die Helligkeit der Ausgangsproben und der behan* 
delten Proben wurde anschlie6end spektroskopisch bestimmt: 

In der Tabelle sind die Helligkeiten der behandeiten Baumwollmuster im \^rgleich zu einer nicht behandelten Probe 
dargesteUt: 5 



Ensym 


Malonatpuf fer / MnClj 


Wasser/Waschmittel 


kein 


73,3 % 


89 % 


Leptothrix discophora 


89,2 % 




Bacillus 


92 % 





Die in der Tabelle wiedergegebenen Werte zeigen, daB das erfindungsgemaBe Oxidationssystem geeignet isl, den 15 
Transfer des zugegebenen Farbsloffes auf die Baumwollmuster zu unrerbinden. Der Effekt ist in seiner Qualitat dem mil 
kommerzieilen Waschmitteln erreichbaren Eft'ekt vergleichbar. 

Beispiel 7 

20 

Fleckenbleiche (Waschmittelanwendung) 

Um die Flecken bleichende Wirkung des erfindungsgemaBen Verfahrens zu zeigen, wurden Waschversuche durchge- 
fiihrt. Dazu wurden auf weiBen Baumwollproben (7,5 cm x 7,5 cm) durch auftropfen von je 0,3 ml einer waBrigen Ld- 
sung von 100 ppm Evan's Blau (erhaltlich bei Wake Pure Chemical Industry Co., Osaka) genormte Verunreinigungen er- 25 
/eugL Diese Stofliiiuster wurden anschlieBend in heizbaren Glasbechem (100 lal Voluiiien) unler Riihren (MagneU-iih- 
rcr) crfindungsgcmaB mit Manganoxidasc, MnS04 und gccignctcm Komplcxbildncr in Gcgcnwart von SaucrstofFbchan- 
deU. Als Konirolle dienten AnsaUe, bei denen a) nur Malonatpuffer verwendet wurde, oder b) kein MnS04 oder c) keine 
Manganoxidase zugegeben wurde: 

Die Versuche wurden in 50 ml eines 30 mM Na-Malonatpuffer (pH 7,5) mit 0,5 mM MnS04, bzw. ohne MnSQ4 30 
durchgefiihrt. Die 50 ml-Ansatze wurden dabei zuerst auf 45°C erhitzl, dann wurde bei den Ansatzen, die Manganoxi- 
dase enthalten soUen, jeweils 1 U/ml Manganoxidase aus Bacillus bzw. aus Leptothrix zugesetzt. Die verunreinigten 
Baumwollproben wurden den Ansatzen zugegeben. Nach einer einstundigen Inkubation bei 4S''C wurden die Textilmu- 
ster aus den Ansatzen entnoimuen und mit jeweils 1 1 fiieBendem 50"C warnien Wasser gewaschen. AnschlieBend wur- 
den die Textilmuster getrocknet. 35 

Zur Bestimmung der Faibunterschiede der Proben im Vergleich zu der Kontrollprobe ohne Manganoxidase und 
MnS04 wurden die Y, y und x-Werte der luflgetrockneten Baumwollproben mit einem Farbdifferenzmeter (CR-200, Mi- 
nolta) gemessen. Zur Beurteilung der Bleicheffekte der erfindungsgemaBen Verfahren wurde aus den erhaltenen Werien 
der Z-Wert (Z = (l-x-y)Y/y) ermittell. 

In der Tabelle sind die WeiBen der gemessenen Proben im Vergleich zur WeiBe der Kontrolie ohne Enzym und ohne 40 
MnS04 dargesteUt: 





+ MnSO^ 


- MnS04 


Bacillus 


2,1 


-0,3 


Leptothrix 


1,6 


0,1 


kein Enzym 


0,2 


0,0 



50 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die WeiBe von Proben mit Manganoxidasen und MnS04 im Vergleich zu Proben 
ohne Enzym und ohne MnS04 um zwischen 1,6 und 2,7 Punkte echoht war. 



Beispiel 8 
Organische Synthese 

Die im folgenden gezeigtcn Bcispiele demonstrieren, daB ein erfindungsgemafies Verfahren zur gezielten Synthese or- 
ganischer Substanzen geeignet ist. 



55 



60 



a) Oxidation von Alkoholgruppen zu Aidehyden 

22 ml einer 30 mM Malonatlosung pH 7^ mit 0,5 mM MnSQ* wurden bei 45°C mit 269 mg (1,6 mmol) 3,4-Dime- 
thoxybenzylakohol in 1 ml Ethanol versetzt. Nach 10 niin Inkubation wurde die Manganoxidase (40 U) zugegeben. 
Nach 24 h Reaktionszeit wurde die Reakiionslosung mit Chloroform extrahien und NMRspektroskopisch untersucht. Im 65 
Falle der Manganoxidase aus Leptothrix betrug die Ausbcute 32% 3,4-Diniethoxybcnzaldehyd, im Falle der Manganoxi- 
dase aus Bacillus betrug die Ausbeute 27% 3,4-Dimethoxybenzaldehyd. 
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b) Oxidation von Alkoholen zu Ketonen 

22 ml ciner 30 mM Malonailosung pH 7,5 mil 0,5 mM MnS04 wurden bci 45*^0 mit 196 mg (1,6 mmol) 1-Phenylct- 
hanol versetzt. Nach 10 min Inkubalion wurde die Manganoxidase (40 U) zugegeben. Nach 24 h Reaktionszeit wurde 
5 die Reakrionslosung mil HPLC unlersucht. Im Falle der Manganoxidase aus Leptoihrix betrug die Ausbeuie 17% Ace- 
tophenon. im Falle der Manganoxidase aus Bacillus beu-ug die Ausbeute 19% Acetophenon. 

In beiden Beispielen konnte das erfindungsgemaBe Oxidationsverfahren erfolgreich zur Synthese definierter Subslan- 
zen verwendel werden. Die verwendeten Substrate sollen hier nur examplarisch das Oxidationsvenndgen des Nferfahrens 
demonstrieren und den Bereich der synthetisierbaren Produkte nicht einschranken. 

lu 

Deispiel 9 
Jeansbleiche 

15 Quadratisch zugeschnittene Stucke gefarbten Jeansstoffs (9 g/160 cm") wurden in einem geschlossenen 500 ml Be- 
cher in einem Gesamtflussigkeiisvolumen von 11,5 ml bei 45°C zusammen mit Manganoxidase, 0,2 mM MnS04 und 
15 mM Koraplexbildner (Oxalat) inkubiert. Der pH-Wert der Ansatze betrug 7,0 (15 mM Oxalat). Pro Gramm Stoff wur- 
den 10 U Manganoxidase zugegeben. Nach 4 Stundeo Inkubation wurden die Stoffsiiicke unter dieBendem Wasser aus- 
gewaschen, bis das Waschwasser farblos war. Die Stoffstucke wurden in einem Blattrockner getrocknet, anschlieBend 

20 gepreBt und mit einem geeigneten Spektralphotometer optisch bewertct. 

Der (irad der Ausbleichung wurde mit einem Spektralphotometer (!M 3700d (Minolta) entsprechend den Hersteller- 
angaben besiimml. (jemessen wurde ohne Glanz und ohne UV. Die Helligkeit der Proben wurde als prozentualer Wert 
der Totalrefleklion im Vergleich zu einem Weissestandard (R 457) ermittelt. L* ist das MaB fur die Helligkeit (weiB = 
100; schwarz = 0). 

25 Die Werte der behandelten Stoffe wurde mit den Werten unbehandelter Referenzstotfe verglichen. Die Veranderung 
der Helligkeit (AL*) der Proben im Vergleich zu unbehandelten KonUoUen wurde mit dw Software PP2000 (Oplicon- 
trol) bcrcchnct. 





AL* 


Kontrolle 


0 


Leptothrix 


23,14 


Bacillus 


28,72 



Eine Veranderung des Helligkeitswertes (AL*) von 5 ist bereits mit dem Auge sichtban d. h. mit beiden Manganoxi- 
dasen konnte eine signifikante Bleichwirkung erreicht werden. 

40 Patentanspruche 

1. Melirkomponentensysteni zur mediatorabhangigen enzymadschen Oxidation umfassend einen Oxidationskata- 
lysator, ein Oxidations mi tlel, und einen Mediator, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) der Oxidationskatalysator ausgewahlt isl aus der Gmppe der Manganoxidasen, 
45 b) das Oxidationsmiltel ausgewahlt ist aus der Gruppe Sauerstoff und sauerstoffhaitige Verbindungen, 

c) der Mediator ausgewahlt ist aus der Gruppe der Verbindungen, die Mn-Ionen enthalten. 

2. Mehrkomponentensystem gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es zusatzlich einen Komplexbildner 
umfafit, ausgewahlt aus der Gruppe der Komplexbildner, die Mn-Ionen komplexieren kdnnen. 

3. Mehrkomponentensystem gemaB Anspruch 1 odcr 2, dadurch gekennzeichnet, daB als Mediator Mn^'*' oder Mn^* 
50 lonen dienen. 

4. Mehrkomponentensystem gemaB Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Komplexbildner keinen 
StickstofTenthalt, leichr bioabbaubar und loxikologisch unbedenklich ist. 

5. Mehrkomponentensystem gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Sauerstoff ent- 
weder direkt gasformig oder in Form von fliissigem Sauerstoff oder als sauerstoffhaltiges Gasgemisch vorhanden 

55 ist. 

6. Verfahren zur Oxidation eines Subslrats dadurch gekennzeichnet, daB eine Manganoxidase in Anwesenheit von 
Sauerstoff und ggf. einem Komplexbildner fiir Mn-Ionen durch direkie Mn"* Oxidation Mn^"*" bildet und daB das 
Mn^"^-Ion das SubsU^t oxidiert, dabei selbst zu Mn^* reduziert wird und wiederum zur direkten Oxidation durch die 
Manganoxidase zur Verfugung steht, 

60 7. Verfahren gemaB Anspruch 6 dadurch gekennzeichnet daB das Substrat in Form einer wassrigen liisung, Mi- 

schung oder Suspension eingeselzt wird. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 6 oder 7 dadurch gekennzeichnet, daB Manganionen in Konzentradonen zwischen 
0,005 mM bis 50 mM verwendet werden. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 6, 7 oder 8 dadurch gekennzeichnet, daB Sauerstoff mit einem Parti aidruck von 
65 0,05-5 bar eingesetzt wird. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dafi die Komplexbildner in Konzen- 
trationen zwischen I mM bis 500 mM verwendet werden. 
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